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Abstract
This thesis focuses on the development of protozoan parasites from Leishmania donovani
complex in their insect vectors and summarizes results of five parts of the project
I participated in during my Ph.D. studies.
Sand flies of genera Phlebotomus and Lutzomyia are the only proven vectors of
leishmaniasis, however, the role of alternative vectors, like ticks, fleas and biting
midges is frequently discussed in the literature. In this work, we showed that Eurasian
species of biting midge Culicoides nubeculosus does not support late stage infections
of L. major and L. infantum. We also demonstrated that microscopical observation of
Leishmania promastigotes in the digestive tract of bloodfeeding arthropods remains
a crucial method for any conclusion about the vector competence of the suspected
insect.
In the second part of our study were compared the life-cycle parameters and vector
competence of two Ethiopian P. orientalis colonies for L. donovani. Marked differences
between colonies were found in life-cycle parametes, however, molecular analyses
did not reveal any genetic differences. Experimental infections showed that both
P. orientalis colonies are very susceptible to L. donovani infection and even the lowest
infective dose tested (2 × 103 promastigotes/ml; corresponding to 1–2 promastigotes)
was sufficient to establish L. donovani infection in about 50% of females.
Furthermore, we demonstrated that three Leishmania species tested, L. major, L. in-
fantum and L. donovani, are not able to produce late-stage infections in Sergentomyia
schwetzi, which is considered as a potential vector of human leishmaniasis in some
areas. We observed that crucial parameter for complete development of Leishmania
in S. schwetzi seems to be the short period between degradation of peritrophic matrix
(PM) and defecation. The persistence of PM till the end of digestion leads to expulsion
of parasites from the sand fly midgut together with bloodmeal remnants.
Finding of accurate natural infective dose is crucial for development of the ideal
experimental model of visceral leishmaniasis. Therefore, we quantified number of
transmitted dermotropic and viscerotropic L. infantum parasites delivered to the mouse
skin by individual sand flies, P. perniciosus and L. longipalpis, during feeding. From
total number of biting females, 15% to 65% of them inoculated promastigotes to the
mouse skin and the parasite number transmitted by individual sand flies was very
heterogenous, ranging from 4 up to 4.2× 104 promastigotes. Surprisingly, in both sand
fly species the parasite load transmitted was higher for the strain with dermal tropism;
29% of L. longipalpis and 14% of P. perniciosus transmitted more than 1000 parasites.
Finally, we explored the role of L. infantum nicotinamidase enzyme (PNC1) during
intravectorial development. We showed that the null L. infantum mutants in PNC1 gene
are not able to establish the late stage infection in P. perniciosus and our data indicate
that the nicotinamidase enzyme is essential for the completion of the L. infantum
development in the sand flies.
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1 Introduction
Visceral leishmaniasis (VL) belongs to the most important protozoan diseases caused
by members of genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) from L. donovani
complex and transmitted by phlebotomine sand flies. One of the most affected areas are
located in East Africa in Ethiopia with an estimated 4500 to 5000 new cases every year.
VL is associated with high mortality and morbidity in this country, and is worsened
by malnutrition, isolated location of VL endemic areas, unavailability of treatment
and medicine, presence of resistant strains and co-infections with HIV (reviewed by
Cruz et al., 2006; Alvar et al., 2008). The principal vector of VL is Phlebotomus orientalis
(Gebre-Michael et al., 2007), however, some authors hypothetized about the role of
Sergentomyia spp., especially in VL foci where P. orientalis is less abundant or absent
(Hoogstraal and Heyneman, 1969).
The detailed studying of vector competence of sand fly vectors and other suspected
bloodfeeding arthropods, like fleas, ticks (Coutinho and Linardi, 2007; Ferreira et al.,
2009; Paz et al., 2010; Colombo et al., 2011; Solano-Gallego et al., 2012) and biting
midges (Dougall et al., 2011), is neccessary prerequisite for understanding of natural
transmission cycles in endemic areas. To complete the full life cycle in vectors, Leish-
mania must overcome serial critical steps in the host enviroment of the sand fly gut
(reviewed by Sacks and Kamhawi, 2001), like the attack of proteolytic enzymes (Dillon
and Lane, 1993), the escape from peritrophic matrix and the attachment to midgut
epithelium to avoid expulsion from the midgut with bloodmeal remnants (reviewed
by Bates, 2008). The perspective of control is still highly dependent on those research
progress and knowledge of vector competence is fundamental for understanding of
epidemiology of leishmaniasis. Likewise, collection, colonization and maintainance
of sand flies colonies originating from endemic areas brings a unique opportunity to
study these aspects of vector biology (Volf and Volfova, 2011).
Furthermore, during the developmental life cycle Leishmania must adapt to various
enviroments that differ in available nutritional resources. It was reported, that Leishma-
nia is NAD+ auxotroph organism reliant on external precursors, such as nicotinic acid
(Nac) and nicotinamide (NAm) in biosynthesis of NAD+ (Bieganowski and Brenner,
2004). NAm is converted into Nac by a nicotinamidase enzyme, which is present
in lower organisms, such as bacteria or yeast, but is absent in mammals. This en-
zyme controls the major part of NAD+ production, parasite growth and pathogenesis
(Purser et al., 2003; Kim et al., 2004; Ma et al., 2009) by different pathogens including
Leishmania (Gazanion et al., 2011). These properties of nicotinamidase and fact that
this enzyme is absent in mammals makes from nicotinamidase a promised potential
drug target (Michels and Avilán, 2011). Nothing is known about the role of Leishmania
nicotinamidase during the intravectorial development.
Different approaches finding the ideal VL leishmaniasis model to test novel thera-
peutics and immunoprophylaxis candidates quantified the parasite numbers (Warburg
and Schlein, 1986; Rogers et al., 2004, 2010; Kimblin et al., 2008; Secundino et al., 2012)
and tested different route of inoculaton (reviewed by Garg and Dube, 2006). However,
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it is not clear how well these experiments mimic natural transmission. During the
feeding of infected sand flies are into the host skin delivered pharmacologically active
saliva (reviewed by Rohousová and Volf, 2006) and promastigote secretory gel (Rogers
et al., 2002), which both enhance the development of Leishmania infection. Additionaly,
a determination of infective dose delivered to the host skin by single sand fly during
feeding is one of the crucial aspects for development of an accurate VL experimental
model.
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2 Objectives of the thesis
The Ph.D. thesis is focused on various aspects of interaction between parasites of
L. donovani complex and their vectors. I tested the susceptibility of various sand fly
species and biting midges to Leishmania infection and determined the accurate number
of L. infantum parasites delivered to the host skin during the bite. I also investigated the
importance of nicotinamidase activity for the intravectorial development of Leishmania.
The main objectives of this thesis were:
• to determine the transmission rate and quantify the number of promastigotes
transmitted into the mouse skin by individual P. perniciosus and L. longipalpis
sand fly females and compare differences in transmission parameters between
dermotropic and viscerotropic strain
• to describe potentional differences in life-cycles parameters of two P. orientalis
colonies originating from Ethiopia and test their susceptibility to L. donovani
infection and study the effect of initial infective dose on Leishmania development
in these vectors
• to study susceptibility of Sergentomyia schwetzi to different Leishmania species
• to test the susceptibility of biting midges Culicoides nubeculosus to various Leish-
mania including L. infantum
• to investigate the role of enzyme nicotinamidase of L. infantum in development
in its natural vector P. perniciosus
3 Used methods
Used methods are described in details in original publications and can be listed as
follows:
• methods commonly used for colonization and maintenance of sand flies colonies
(reviewed in Volf and Volfova, 2011)
• cultivation of Leishmania parasites and experimental feeding
• light microscopy
• Q-PCR using SYBR Green fluorescent probe
• RAPD PCR and phylogenetic analyses
• DNA sequencing
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5 Summary and conclusions
This thesis sumps up published results of project I participated in during my Ph.D.
studies. The project was focused on various aspects of L. donovani complex interac-
tion with their vectors. The emphasis was put on transmission parameters, vector
competence of different sand flies species and biting midges. Furthermore, was inves-
tigated the importance of L. infantum nicotinamidase enzyme during the intravectorial
development.
• The first part of this thesis was focused on transmission parameters of two sand
flies species, P. perniciosus and L. longipalpis, infected by viscerotropic or der-
motropic L. infantum strain. We observed that the L. infantum strains developed
very well producing heavy infection including colonization of stomodeal valve
in most females of both species. Q-PCR showed that number of transmitted
parasites was very heterogenous ranging form 4 up to 4.2 × 104 promastigotes
per bite and 15–65% of infected females transmitted the promastigotes to the
host skin depending on sand fly-Leishmania combination. Interestingly, in both
sand fly species the parasite load transmitted was higher in females infected by
dermotropic strain where 29% of L. longipalpis and 14% of P. perniciosus transmit-
ted more than 1000 parasites. On the contary, sand flies infected by viscerotropic
strain transmitted less than 600 promastigotes. The significant variation in in-
oculum size between females infected by dermotropic and viscerotropic strain
allow us to hypothesize that infectious dose delivered to host skin could be one
of the important factor determining infection outcome and tropism of Leishmania
strain.
• In the second study, we determined the life cycle parameters, genetic differences
and susceptibility of two Ethiopian P. orientalis colonies originating from a non-
endemic site in lowlands – Melka Werer (MW), and an endemic focus of VL
in the highlands – Addis Zemen (AZ) to L. donovani. During colonization was
shown that both colonies prefer relative high humidity and the critical factor
affecting larval development was the quality of larval food. Autoclaved food
led to delayed non-sychronized development with tendency of the L4 larvae to
diapause. Despite obvious differences were found in certain life-cycle parameters,
we demonstrated using RAPD PCR and DNA sequencing of cytB and COI
mitochondrial genes that both colonies are genetically identical. Subsequently,
the cross-mating study between MW male/AZ female and AZ male/MW female
was done showing that hybrids from F1 and F2 developed very successfully
and had higher fecundity than parental colonies. In our study, both tested
strains of L. donovani developed very well in P. orientalis females and colonized
anterior parts of the midgut and the stomodeal valve. Parasite development
was relatively fast at 26 ◦C as the presence of metacyclic promastigotes and
colonization of stomodeal valve by haptomonads was observed already on day 5
post-bloodmeal (PBM). On day 10 PBM, the infection rates in both colonies were
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very high (93% in MW and 81% in AZ) and the Q-PCR revealed that females
from both colonies did not differ in total numbers of parasites in their midguts.
Surprisingly, experimental infections revealed that even the lowest infective dose
tested (2× 103 L. donovani promastigotes/ml of blood), was sufficient to establish
the late stage infection in about 50% of females. In line with our results, we can
conclude that non-endemicity of visceral leishmaniases in Melka Werer area can
not be explained by low susceptibility of local P. orientalis to L. donovani.
• Furthermore, we tested susceptibility of Sergentomyia schwetzi originating from
Sheraro in the north-western Ethiopia to three Leishmania species, L. major, L. in-
fantum and L. donovani. During early phase of infection, when parasites were still
enclosed inside the endoperitrophic space, infection rate of all tested Leishmania
species was very high (>90%) and comparable with those reached in control
vectors, i.e. L. longipalpis and P. duboscqi with L. infantum and L. major, respec-
tively. However, infection rates and intensity of infection L. donovani in S. schwetzi
rapidly decreased to 28% by day 3 PBM, 19% by day 4 PBM and 1.4% by day 9
PBM. The same decreasing trend was observed in females infected by L. infantum
and L. donovani. Only in single female was observed L. donovani promastigotes in
the abdominal midgut and no females infected by L. infantum and textitL. major
suvive till day 10 PBM. We showed that for development of human Leishmania in
S. schwetzi seems to be a crucial parameter the period between the degradation
of the perithrophic matrix (PM) and defecation. In S. schwetzi, the degradation of
the PM is delayed often till defecation and promastigotes have no chance to leave
endoperitrophic space what leads to defecation of parasites with bloodmeal
remnants. As we never found heavy infection with colonization of stomodeal
valve in S. schwetzi we conclude that this species cannot serve as the vector of
L. donovani in the VL foci of the northern Ethiopia.
• We also tested susceptibility of biting midges Culicoides nubeculosus to two major
zoonotic species of Leishmania infecting humans in the Old World, L. major
and L. infantum. Leishmania major grew rapidly in the C. nubeculosus midgut
until day 2–3 when midges defecated, whereupon infections were completely
lost. Similarly, by day 3 PBM, most of the females had defecated and midgut
infections rates were very low. In 17% females only light infection with long
nectomonads was observed in the abdominal midgut. On days 7 and 10 PBM no
parasites were detected in 70 examinated females. We showed that Leishmania
is not able to undergo complete life cycle in C. nubeculosus. Promastigotes of
both parasite species, L. infantum and L. major, were able to escape from PM
but did not attach to midgut epithelium and were defecated. Therefore, we
suggest that the lack of midgut attachment is the major refractory barrier for
textitLeishmania in Culicoides midges. However, the PCR detected parasite
infection up to and including 7 days PBM despite microscopical examination
recorded any viable promastigotes in tested midges. The PCR probably amplified
Leishmania DNA from dead promastigotes. This illustrates that PCR positivity,
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especially if non-quantified, can be misleading in implication of arthropods as
vectors of Leishmania.
• Within the study of various factors affecting Leishmania development, we investi-
gated the importance of L. infantum nicotinamidase enzyme. We demonstrated
that deletion of gene for nicotinamidase leads to inability of null mutants to
establish the late stage infection inside midgut of P. perniciosus and our results
indicate that nicotinamide (NAm) and nicotinamidase might be a very important





Tato práce se zabývá vývojem parazitických prvoků z komplexu Leishmania donovani
v jejich hmyzích přenašečích a shrnuje výsledky pěti částí mého doktorského projektu.
Jedinými potvrzenými přenašeči leishmaniózy jsou dva rody flebotomů, Phlebo-
tomus a Lutzomyia, i když otázka alternativních přenašečů jako jsou klíšt’ata, blechy
a tiplíci, je v současnosti v literatuře velmi intenzivně diskutována. V této práci jsme
prokázali, že v eurasijském druhu tiplíka Culicoides nubeculosus se není schopna vy-
víjet L. major ani L. infantum. Názorně jsme demonstrovali, že mikroskopie zůstává
i nadále zásadní metodou pro posuzování vektorové kompetence daného krevsajícího
přenašeče.
Ve druhé studii byly porovnávány případné odlišnosti v biologii, životním cyklu
a vektorové kompetenci dvou kolonií P. orientalis pocházejících z Etiopie. Přestože
molekulární metody neodhalily žádné genetické odlišnosti, pozorovali jsme markantní
rozdíly v biologii a životním cyklu těchto dvou kolonií. Experimentální infekce proká-
zaly, že druh P. orientalis je velice náchylný k infekci parazity L. donovani a že i nejmenší
použitá infekční dávka (odpovídající 1–2 promastigotům) je schopna vyvolat infekci
přibližně u 50% samic.
V dalších pokusech bylo prokázáno, že Sergentomyia schwetzi považovaná v někte-
rých oblastech za možného přenašeče lidské leishmaniózy, není vnímavá k infekci
L. major, L. infantum a L. donovani. Bylo pozorováno, že zásadním kritériem omezují-
cím vývoj leishmanie v tomto přenašeči je doba mezi degradací peritrofické matrix
a defekací flebotoma. Přetrvávání peritrofické matrix do konce trávicího procesu vede
k vypuzení parazitů ze střeva flebotoma spolu s nestrávenými zbytky krve.
Znalost přirozené infekční dávky je nutná k tomu, aby mohl být navržen ide-
ální experimentální model pro viscerální leishmaniózu, který co nejvíce napodobuje
přirozené podmínky. Proto jsme kvantifikovali množství promastigotů L. infatum pře-
nesených do kůže myši během sání flebotomů, P. perniciosus a L. longipalpis. Prokázali
jsme, že 15%–65% sajících samic je schopno přenést infekci do hostitele a že množství
přenesených parazitů je velmi heterogenní v rozmezí od 4 do 4, 2 × 104. Překvapivě
nejvíce parazitů přenesly u obou druhů flebotomů samice infikované dermotropní
variantou L. infantum; 29% samic L. longipalpis a 14% samic P. perniciosus přeneslo více
než 1000 parazitů.
V poslední části jsme se zabývali významem enzymu nikotinamidázy u leishmanií
a její funkcí během vývoje ve flebotomech. Mutantní linie L. infantum s knockou-
tovaným genem pro nikotinamidázu se nebyly schopny ve flebotomech vyvíjet do
pozdějších stádií, čímž jsme prokázali nezastupitelnou důležitost tohoto enzymu pro
vývoj leishmanie v přenašeči.
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1 Úvod
Viscerální leishmanióza (VL) patří mezi velmi důležitá protozoární onemocnění půso-
bená prvoky rodu Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) z komplexu L. dono-
vani a přenášené flebotomy. Nejvíce postižené oblasti leží ve východní Africe v Etiopii,
kde se počet nově hlášených případů VL ročně pohybuje kolem 4,5 až 5 tisíc. V Etiopii
je to toto onemocnění velmi často asociováno s infekcí virem HIV, což vede k velké
mortalitě a morbiditě. Vše je ještě zhoršeno podvýživou místních obyvatel, vzdáleností
endemických míst od zdravotních zařízení, nedostupnustí léků či častou rezistencí
leishmanií k léčivům (shrnuto v Cruz et al., 2006; Alvar et al., 2008). Hlavním vektorem
uplatňujícím se ohniscích VL v Etiopii je P. orientalis (Gebre-Michael et al., 2007), ale
někteří autoři hypotetizují o možnosti přenosu leishmaniózy druhem Sergentomyia,
zejména oblastech, kde P. orientalis není tak hojný či zcela chybí (Hoogstraal and
Heyneman, 1969).
Detailní studie zabývající se vektorovou kompetencí flebotomů ale i dalších krevsa-
jících členovců jako jsou blechy, klíšt’ata (Coutinho and Linardi, 2007; Ferreira et al.,
2009; Paz et al., 2010; Colombo et al., 2011; Solano-Gallego et al., 2012) nebo tiplíci
(Dougall et al., 2011), jsou velmi důležitým předpokladem pro pochopení přenosových
cyklů uplatňující se přímo v endemických oblastech. Aby mohla leishmanie podstou-
pit ve vektorovi celý svůj životní životní cyklus, je nutné, aby byla schopna překonat
během tohoto vývoje několik kritických momentů (shrnuto v Sacks and Kamhawi,
2001) Leishmanie se musí umět vyrovnat s účinkem proteolytických enzymů ve střevě
flebotoma (Dillon and Lane, 1993), musí včas uniknout z peritrofické matrix a přichytit
se pomocí bičků k střevnímu epitelu a zabránit tak svému vypuzení ze střeva flebo-
toma během defekace spolu s nestrávenými krevními zbytky (shrnuto v Bates, 2008).
Budoucnost kontroly a vývoje účinných opatření je závislá právě na znalosti těchto
faktorů ovlivňujících vývoj parazita a právě takové studie jsou nepostradatelné pro
porozumění epidemiologii leishmanióz. Stejně tak odchyt, kolonizace a chov flebo-
tomů, kteří pocházejí z endemických oblastí, přináší unikátní možnost, jak sledovat
biologii a chování těchto vektorů (Volf and Volfova, 2011).
Leishmanie se během svého vývoje ve střevě přenašeče musí vyrovnat také s omeze-
ným množstvím nutričních zdrojů. Je známé, že leishmanie jsou organismy auxotrofní
pro NAD+ a spoléhají tedy na přísun jeho prekurzorů jako je kyselina nikotinová
(Nac) a nikotinamid (NAm) z vnějšího prostředí (Bieganowski and Brenner, 2004).
Nikotinamid je přeměňován na kyselinu nikotinovou v reakci katalyzované enzy-
mem nikotinamidázou, která se vyskytuje u nižších organismů, jako jsou bakterie
a kvasinky, a zcela chybí u savců. Tento enzym přímo reguluje také růstový potenciál
a patogenezi nejrůznějších patogenů (Purser et al., 2003; Kim et al., 2004; Ma et al.,
2009) včetně leishmanií (Gazanion et al., 2011). Tyto vlastnosti společně se skutečností,
že se nikotinamidáza nevyskytuje u savců z ní dělá velmi slibný potencionální cíl
pro účinek léčiv (Michels and Avilán, 2011). Nic není známo o funkci nikotinamidázy
leishmanií během vývoje ve flebotomech.
Znalost podrobných interakcí uplatňujících se ve vztahu leishmanií a flebotomů je
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nezbytnou podmínkou i při navrhování vhodných modelů pro viscerální leishmani-
ózu, na kterých by se dala testovat např. nová léčiva. Byly používané různé metody
zjišt’ování počtu parazitů přenesených do kůže hostitele během sání (Warburg and
Schlein, 1986; Rogers et al., 2004, 2010; Kimblin et al., 2008; Secundino et al., 2012)
a mnoho možností, jak parazity do hostitele inokulovat (shrnuto v Garg and Dube,
2006), přesto není jasné, jaký způsob nejlépe odráží přirozený přenos. Během sání jsou
do kůže hostitele vpraveny spolu s parazity farmakologicky aktivní sliny flebotoma
(shrnuto v Rohousová and Volf, 2006) spolu se sekrečním gelem promastigotů (Rogers
et al., 2002). Obě tyto složky mají přímý pozitivní vliv na vývoj infekce. Neméně
důležitou složkou jsou pak samotní parazité a to zejména jejich počet, což je jeden




Tato práce se zabývá různými aspekty, které se týkají vztahu mezi parazity z komplexu
L. donovani a jejich přenašeči. Testovala jsem vnímavost různých druhů flebotomů
a tiplíků k leishmaniové infekci a určovala jsem přesné množství promastigotů injiko-
vaných do místa sání flebotomem nakaženým L. infantum. Dále jsem zjišt’ovala jakou
úlohu má aktivita enzymu nikotinamidázy leishmanií pro vývoj v přenašečích.
Hlavními cíly bylo:
• určit přesné množství parazitů injikovaných do kůže myši během sání jednotli-
vých flebotomů, Phlebotomus perniciosus a L. longipalpis, nakažených L. infantum
a porovnat případné odlišnosti u flebotomů nakažených dermotropním či visce-
rotropním kmenem
• popsat rozdílnosti v životním cyklu dvou kolonií P. orientalis pocházejících z Etio-
pie, otestovat jejich náchylnost k infekci L. donovani a určit vliv počáteční infekční
dávky na vývoj leishmanií
• otestovat náchylnost druhu flebotoma Sergentomyia schwetzi k leishmaniové
infekci
• zjistit vnímavost tiplíků Culicoides nubeculosus k různým leishmaniím
• určit úlohu enzymu nikotinamidázy L. infantum během vývoje ve svém přiroze-
ném přenašeči, P. perniciosus
3 Metodika
Použitá metodika je v detailu popsána v přiložených publikacích a může být shrnuta
následovně:
• metody běžně používané během kolonizace a chovu kolonií flebotomů (shrnuté
v publikaci Volf and Volfova, 2011)
• kultivace leishmanií a experimentální infekce flebotomů
• světelná mikroskopie
• kvantitativní PCR s použitím SYBR fluorescenčních prób
• RAPD PCR a fylogenetické anylýzy
• DNA sekvenování
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5 Shrnutí
Tato dizertační práce shrnuje výsledky projektu, na kterém jsem se podílela během
svého postgraduálního studia. Projekty byly zaměřeny na vývoj leishmanií z kom-
plexu L. donovani v různých přenašečích. Důraz byl kladen na parametry přenosu
a vektorovou kompetenci flebotomů a tiplíků. Dále byla studována důležitost enzymu
nikotinamidázy pro vývoj leishmanií ve flebotomech.
• V první části jsme se zaměřili na výzkum různých parametrů přenosu infekce
u dvou druhů flebotomů, P. perniciosus a L. longipalpis, infikovaných dermotrop-
ním nebo viscerotropním kmenem L. infantum. Pozorovali jsme, že oba kmeny
se vyvíjely v obou přenašečích velmi dobře a promastigoti kolonizovali stomo-
deální valvu flebotoma. Kvantitativní PCR prokázala, že množství přenesených
parazitů je velmi heterogenní v rozmezí od 4 do 4, 2 × 104 a že 15–65% samic
je schopno infekci přenést na hostitele v závislosti na použitém kmeni a druhu
flebotoma. Nejvíce parazitů přenesly u obou druhů flebotomů samice infikované
dermotropní variantou L. infantum, které v 29% a 14% přenesly více než 1000 pa-
razitů. Naopak samice infikované viscerotropní variantou L. infantum přenášely
méně než 600 parazitů. Významné odlišnosti v přenosu samicemi infikovanými
dermotropní nebo viscerotropní variantou L. infantum poukazují, že infekční
dávka injikovaná do kůže hostitele by mohla být jeden z faktorů ovlivňující
nástup infekce a její výsledný tropismus.
• V druhé studii jsme sledovali životní cyklus, genetické odlišnosti a náchylnost
k infekci L. donovani u dvou kolonií P. orientalis pocházejících z Etiopie: z neen-
demické části v nížině - Melka Werer (MW) a endemické oblasti na vysočině -
Addis Zemen (AZ). Během kolonizace těchto flebotomů jsme pozorovali jejich
vysoké nároky na vlhkost a jako kritický faktor ovlivňující vývoj larev se ukázala
kvalita krmení. Flebotomové držení na autoklávovaném krmení prokazovali
známky nesynchronizovaného vývoje s tendencí larev 4. stádia k diapauzování.
Použitím RAPD PCR a sekvenování jsme prokázali, že se obě kolonie neliší na
genetické úrovni. Část práce zabývající se křížením obou kolonií prokázala, že
se jedinci MW a AZ kolonie mohou mezi sebou křížit a produkovat potomstvo
s velmi vysokou fekunditou. Vývoj L. donovani v těchto přenašečích byl velmi
úspěšný; parazité kolonizovali přední část trávicího traktu flebotoma a stomode-
ální valvu. Vývoj leishmanií byl při 26 degreeCelsius velmi rychlý a metacykličtí
promastigoti byli u většiny samic pozorováni na stomodeální valvě již pátý den
po infekci. U obou kolonií se nakazilo vysoké procento samic (93% pro MW
and 81% pro AZ) a Q-PCR prokázala, že se finální množství parazitů ve střevě
flebotomů těchto dvou kolonií neliší. Ukázali jsme, že i nejmenší použitá in-
fekční dávka (2 × 103 promastigotů/ml krve odpovídající 1–2 promastigotům) je
schopna vyvolat silnou nákazu u 50% samic. Naše výsledky napovídají, že to, že
se v oblasti Melka Werer viscerální leishmanióza nevyskytuje, není zapříčíněno
nízkou náchylností flebotomů z této oblasti k infekci L. donovani.
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• Dále jsme testovali náchylnost flebotomů Sergentomyia schwetzi pocházejících
rovněž z Etiopie a to z oblasti Sheraro, ke třem druhům leishmanií, L. major, L. in-
fantum a L. donovani. Během časné fáze infekce, kdy byly leishmanie uzavřeny
uvnitř endoperitrofického prostoru, byly nákazy velmi silné a porovnatelné
s kontrolními skupinami. Během dalších dní po infekci (PI) L. donovani procento
nakažených samic prudce klesalo na 28% třetí den PI, 19% čtvrtý den PI a na
1,4% devátý den po infekci. Stejný klesající trend byl pozorován i u samic na-
kažených L. major a L. infantum. Pouze jediná samice infikovaná L. donovani
byla pozitivní devátý den PI a promastigoti byli lokalizováni ve střední části
střeva. Žádné infikované samice nebyly pozorované devátý den PI u nákaz
provedených leishmaniemi L. major a L. infantum. Prokázali jsme, že pro vývoj
lidských leishmanií v přenašeči S. schwetzi je kritickým momentem doba mezi
rozpadem peritrofické matrix a defekací flebotoma. Ve flebotomech S. schwetzi
byl totiž rozpad peritrofické matrix zpožděný až do doby defekace a promasti-
goti neměli šanci uniknout z endoperitrofického prostoru a přichytit se bičíky
k epitelu střeva, což vedlo k vypuzení parazitů ze střeva během defekace spolu
s nestrávenými zbytky. Z výše uvedených výsledků je patrné, že flebotomus
S. schwetzi se neuplatňuje jako přenašeč lidských leishmanióz v severní Etiopii.
• Dále byla testována náchylnost tiplíků Culicoides nubeculosus k infekci L. major
a L. infantum. Oba testované druhy leishmanií se vyvíjely velmi intenzivně do
třetího dne po infekci, avšak po defekaci se infekce zcela vytratila. U 17% samic
byly slabé infekce pozorovány v abdominální části střeva ještě 4.–5. den PI, ale
sedmý a desátý den bylo všech 70 vyšetřovaných samic negativních. Ukázali
jsme tedy, že leishmanie není schopna kompletního vývoje v tiplících C. nu-
becuslosus, nebot’ promastigoti nejsou schopni uniknout z peritrofické matrix
a přichytit se ke střevu před defekací. Předpokládáme, že právě ona neschop-
nost promastigotů přichytit se včas ke střevnímu epitelu je hlavním důvodem
neschopnosti leishmanií se dále v těchto tiplících vyvíjet a dokončit svůj životní
cyklus. Přestože všechny vyšetřené samice ze sedmého dne PI byly negativní,
PCR ukázala záchyt DNA leishmanií i v tento den. PCR je metoda velmi sen-
zitivní a pravděpodobně zachytila pouze DNA z mrtvých tělíček leishmanií.
Tímto jsme demonstrovali, že pozitivní PCR sama o sobě neříká nic o vektorové
kompetenci krevsajících členovců.
• V posledním projektu jsme se zaměřili na důležitost enzymu nikotinamidázy
vyskytujícího se u leishmanií během jejího vývoje v přenašečích. Prokázali jsme,
že delece genu pro nikotinamidázu vede k neschopnosti mutantů L. infantum do-
končit vývojový cyklus. Naše výsledky prokazují, že nikotinamidáza a prekurzor
nikotinamid (NAm) mají nezastupitelnou roli během vývoje v přenašečích.
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